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眼 虫 Astasia longa 类 核 纤 层 蛋 白 基 因 的 初步 研究 
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摘要 : 利用 PCR 和 克隆 测序 技术 ， 对 有 眼 虫 Astasia longa 的 核 纤 层 蛋白 (lamin) 基因 进行 了 研究 。 参 考 多 种 
相对 较 低 等 多 细胞 动物 的 已 知 序 列 ， 设 计 出 扩 增 lamin 基因 尾部 区 的 引物 ， 扩 增 获 得 两 个 主要 片段 序列 工 
(650 bp) 和 序列 《797 bp)。 测 序 分 析 表 明 ， 序 列 开 包含 序列 工 ， 并 具有 lamin 基因 尾部 特征 (编码 “CaaX” 
序列 的 四 种 密码 子 + 终止 密码 子 ) 的 序列 片段 。 
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A Preliminary Study on the Lamin -like gene 
of Astasia longa 


CHEN Wan-qun!'’**，WEN Jian-fanL3 
(1. Key Laboratory of Cellular and Molecular Evolution of CAS, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy 
of Sciences, Kunming 650223, China; 2. Graduate School of Chinese Academy of Sciences ) 
Abstract: To investigate whether the unicellular eukaryote euglenoid possess lamin gene, according to known se- 
quences of a series of lower metazoa, a pair of primers were designed to amplify the 3’-terminal region of lamin gene. 


From total DNA of Astiasia longa, two fragments were amplified and sequenced. Sequence comparison showed that the 
short one (650 bp) was the part of 5’-terminal of the long one (797 bp). The 797 bp sequence contained a region harbor- 


ing a motif, “CaaX + stop codon”, 


which is the feature of 3’-terminal of all known lamin genes. Our results suggested 


that the unicellular eukaryote euglenoid possessed a lamin-like gene. 
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核 纤 层 (nuclear lamina) 是 位 于 核 膜 之 下 、 与 
细胞 核 内 膜 紧密 结合 的 一 层 纤维 蛋白 网 络 结构 。 研 
究 表 明 核 纤 层 不 仅 参 与 了 细胞 核 形 状 、 大 小 的 调 
节 ， 还 与 核 膜 组 装 、 染 色 质 的 组 织 和 DNA 的 复制 
有 关 (Stick，1995; Moir et al，1995; Stuurman et 
a，1998)， 因 而 在 细胞 的 生命 活动 中 扮演 着 重要 
角色 ， 是 核 内 一 个 极其 重要 的 结构 。 蛋 白质 序列 与 
生化 分 析 表 明 ， 组 成 核 纤 层 的 蛋白 《lamin) 分 为 A 
型 和 B 型 两 种 ， 由 不 同 的 基因 编码 。 二 者 具有 共同 
的 一 级 结构 〈Stick ，1992) ， 即 包括 位 于 N - 末端 
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的 头 部 区 域 、 位 于 中 间 的 螺旋 杆 状 区 域 以 及 位 于 
C -末端 的 尾部 区 域 。 在 尾部 区 域 存在 着 两 个 明显 
的 lamin 特征 序列 (Loewinger et al，1988; Holtz et 
al，1989; Krohne et al，1989)， 即 核定 位 信号 区 
(NLS) 和 与 膜 亲 和 的 CaaX 序列 (C， 半 胱 氨 酸 ; 
a， 脂 肪 族 氨 基 酸 ; X， 任 意 氨基 酸 )。CaaX 中 的 半 
胱 氨 酸 在 A 型 lamin 翻译 加 工 中 被 切 去 , 在 B 型 
lamin 中 是 进行 异 戊 烯 化 的 位 点 。 

迄今 ， 有 关 核 纤 层 蛋白 基因 (以 下 简称 lamin 
基因 ) 的 研究 都 是 在 多 细胞 动物 (后 生动 物 ) 上 进 
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行 的 (Erber et al，1999)。 虽 然 有 人 在 植物 
(Meier，2000，2001) 和 真菌 类 (酵母 ) (Geor- 
gatos ，1989; Mewes，1998) 上 证 实 了 核 纤 层 结 构 
的 存在 ， 但 在 已 测序 的 基因 组 中 并 未 找到 相应 的 
lamin 基因 。 因 此 ， 有 人 怀疑 植物 和 真菌 核 纤 层 结 
构 存 在 的 真实 性 ， 并 提出 二 者 可 能 另 具 一 套 结构 体 
系 (Meier，2001)。 至 于 低 等 的 单 细 胞 真 核 生物 ， 
尽管 他 人 和 本 实验 室 也 曾 报道 过 眼 虫 类 和 源 真 核 生 
物 类 具有 类 似 的 核 纤 层 结构 和 成 分 存在 〈Georgatos 
et al, 1989; Wen & Li, 1998; Wen, 1999, 
2000) ， 但 仍然 有 人 认为 一 般 不 应 有 核 纤 层 结构 
(Cohen et al，2001)， 更 未 见 lamin 基因 的 研究 报 
道 。 

眼 虫 类 (euglenoid) 是 一 类 较 特 殊 的 单 细 胞 真 
核 生 物 。 其 染色 质 在 整个 细胞 周期 都 呈 致 密 的 染色 
体 状 态 ， 分 裂 时 形成 完全 封闭 的 核 内 纺锤 体 。185S 
rRNA 分 子 进化 树 表明 该 类 群 在 真 核 生 物 中 分 支 很 
早 , 是 较为 低 等 的 单 细胞 真 核 生物 (Cavalier- 
Smith，1995)。 我 们 在 细胞 和 生化 方面 的 研究 显示 
眼 虫 类 具有 类 似 高 等 生物 的 核 纤 层 结构 (Wen， 
1998，2000) ， 然 而 它们 是 否 具 有 lamin 基因 ? 抑 
或 出 现 像 植物 和 真菌 一 样 找 不 到 该 基因 的 情形 ? 本 
研究 试图 对 上 述 问题 进行 探讨 。 现 将 初步 结果 作 一 
报道 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

所 用 材料 Astasia longa 由 中 国 科学 院 水 生生 物 
研究 所 施 之 新 教授 惠 赠 。 室 温 (18 ~ 30 CC) 下 用 
下 列 培 养 基 (每 100 mL 培养 基 含 ! 肤 蛋白 腑 0.5 
g， 胰 蛋白 及 0.1g， 酵 母 粉 0.5g，NaAc 0.1g，Ca- 
Cl 0.01 g; pH6.8 ~7.0) 无 菌 培养 。 在 其 对 数 生 
长 期 取材 。 
1.2 总 DNA 的 提取 

首先 离心 收集 细胞 ， 用 PBS 离心 洗涤 2~3 次 
移 至 1.5 mL Eppendoff 管 。 将 收集 的 细胞 沉淀 ， 加 
人 450 pL STE 缓冲 液 (30 mmol/L Tris-HC1，200 
mmol/L EDTA ，50 mmol/L NaCl，pH 8.0) ， 终 浓度 
为 1% 的 SDS 和 200 ug/mL 的 和 蛋白酶 K。 充 分 混 勾 
后 置 于 55 乞 温 箱 消 化 数 小 时 至 透明 。 水 饱和 酚 : 氯 
仿 : 异 成 醇 《25 :24:1)、 氮 仿 : 异 戊 醇 (24:1) 抽 
提 ， 异 再 醇 沉 淀 ，70% 冷 乙醇 洗 洪 , 干燥 后 溶 于 
TE (pH 8.0) 或 去 离子 水 中 ，- 20 乞 长 期 保存 或 


暂 置 4 乞 冰 箱 中 备用 。 
1.3 ”lamin 基因 尾部 区 域 扩 增 

鉴于 眼 虫 类 为 低 等 生物 ， 引 物 设计 时 选择 了 
GenBank 中 多 种 已 知 的 相对 低 等 生物 的 lamin 基因 
的 cDNA 序列 (包括 水 AJ005934、 海 莫 
AJ005937、 电 腮 虫 AJ005935、 械 海星 AJ132102、 
海 盘 车 AJ005938、 玻 璃 海 鞘 AJ271075、 线 虫 
X74027 和 文昌 鱼 AJ271077) 进行 排序 ， 选 取 尾 部 
区 域 保守 的 片段 设计 出 下 列 引 物 : forward primer 
(P0010: 5’-ACA ATC CTC CAT CIG-3’) 和 reverse 
primer (P0012: S$-TTA CAT GAT GGA GCA-3' )。 
以 水 蚊 lamin 基因 序列 为 标准 ， 该 配对 引物 分 别处 
在 nt 1455~nt1470 和 nt1636~nt1650 区 域 。 由 
于 参照 序列 为 cDNA 编码 序列 ， 考 虑 到 内 含 子 的 存 
在 ， 预 计 扩 增 片段 长 度 超过 200 bp。 

PCR 反应 体系 为 10 x buffer 5 pL，25 mmol/L 
Mg 3 pL, 2 mmol/L dNTPs 2 pyL，10 pmolpL 引物 
1.5pyL，1.5U Tag 酶 ，10 g/L BSA 2 pL, A .longa 
总 DNA 约 100 ng， 加 灭 菌 超 纯 水 至 总 体积 为 50 
pL。o 反应 参数 : 95 乞 预 变性 2 min; 94 乞 变 性 1 
min，40 乞 退 火 1 min，72 乞 延 伸 1 min，35 个 循 
环 ; 72 所 再 延伸 5 min。PCR 产物 用 胶 回 收 试剂 盒 
(上 海 华 狗 生物 工程 有 限 公司 ) 回收 。 

1.4 PCR 产物 的 克隆 测序 

PCR 产物 先 与 pMD 18 -T Vector [宝生 物 工程 
(大 连 ) 有 限 公 司 ，D504A] 连接 然后 转化 
JM109 细胞 ，X-gal 平板 筛选 白色 菌落 。 用 Plasmid 
Minipreps Kit 《上 海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公 
司 ，SK192) 提取 重组 质粒 测序 。 

每 个 PCR 产物 都 经 过 正 反 向 测序 ， 以 确保 结 
果 的 准确 性 。 测 序 试剂 采用 BigDye Terminator Cycle 
Sequencing Kit 2.0 《ABI)。 在 377 全 自动 序列 分 析 
仪 《ABI) 上 进行 序列 测定 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 PCR 结果 

用 前 述 方法 设计 的 引物 P0010 和 P0012 对 
4 .longa 的 总 DNA 进行 PCR 扩 增 ， 其 产物 经 电泳 
检测 显示 有 2 条 主 带 (图 1) ， 分 子 量 约 分 别 为 800 
和 650 bp。 
2.2 所 测序 列 

将 2 条 PCR 产物 主 带 回收 ,分别 进行 克隆 测 
序 ， 得 到 它们 的 完整 序列 (图 2)。 
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图 1 PCR 产物 的 检测 图 谱 


Fig.1 Agarose gel electrophoretic analysis 
of PCR products 
以 P0010 和 P0012 为 引物 对 ，Ahstasia longa 总 DNA 为 模板 。A: 
PCR 所 获 的 两 条 特异 带 ; B: DNA Marker DL2000。 
The primer pair is POO10 and P0012, and the template is Astasia 
longa total DNA. A: Two specific bands of PCR products; B: 
DNA molecular weight marker DL2000. 


2.3 序列 分 析 结 果 

所 得 到 的 两 个 序列 经 过 排序 比较 发 现 ， 其 中 序 
列 开 包含 了 序列 工 。 亦 即 序列 工 与 序列 工 5’ 端的 
650 bp 完全 相同 ， 序列 荆 仅 是 在 序列 工 的 3’ 端 多 
出 147bp (图 2)。 因 此 ， 这 两 个 序列 是 从 基因 组 中 
同一 个 区 段 上 扩 增 下 来 的 。 该 区 段 含有 两 个 对 应 于 
下 游 引 物 P0012 的 匹配 区 域 (图 2: a，b) ， 故 分 别 
可 与 上 游 引 物 区 配对 引发 扩 增 ， 产 生长 度 不 一 的 两 
个 片段 。 此 外 ， 在 上 述 多 出 的 147 bp 中 还 含有 一 个 
与 下 游 引物 P0012 匹配 的 区 域 (图 2c)。 

序列 工 在 nt 636 ~ nt 650 处 存在 一 个 15 bp 的 片 
段 (TGC TCC ATC ATG TAA)， 该 片段 在 终止 密码 
TAA 前 有 TGC、TCC、ATC 和 ATG 4 个 密码 子 ， 翻 
译 成 氨基 酸 依次 为 半 胱 氨 酸 〈(C)、 两 个 脂肪 族 氨 基 
酸 丝氨酸 (S) 、 异 亮 氨 酸 (I) 以 及 甲 硫 氨 酸 (M)， 
这 正 是 lamin 基因 3' 端 编码 CaaX 序列 的 特点 。 尽 
管 该 序列 为 本 实验 设计 下 游 引 物 的 参考 序列 ， 但 由 
于 它 处 在 所 测序 列 开 的 内 部 ， 因 此 应 为 测 得 的 实际 
序列 ， 而 不 像 序列 工 ， 可 能 是 设计 引物 所 引信 的 序 
列 。 

把 该 序列 与 其 他 已 知 的 几 大 类 生物 (人 、 丰 
稀 、 文 昌 鱼 、 水 蚊 、 昂 胭 虫 、 线 虫 和 海 盘 车 ) 的 
lamin 基因 序列 进行 同 源 性 比较 分 析 发 现 ， 同 源 性 
大 多 在 23.5% ~ 24.2%。 而 这 些 已 知 的 几 大 类 多 细 
胞 动物 的 该 基因 cDNA 序列 之 间 同 源 性 也 大 多 在 
24.1% ~ 45.4%， 可 见 所 获 序列 的 同 源 性 处 在 该 范 








围 内 ,但 偏 低 。 这 可 能 与 眼 虫 类 与 这 些 生物 亲缘 关 
系 较 远 以 及 我 们 所 获 序 列 含有 内 含 子 有 关 。 
3 讨 论 

在 真 核 生 物 的 几 大 类 群 中 ， 目 前 只 证 明了 多 细 
胞 动物 核 纤 层 结构 及 其 基因 的 存在 。 在 植物 和 真菌 
上 一 直 未 能 找到 lamin 基因 。 一 般 认 为 低 等 单 细胞 
真 核 生 物 不 具有 核 纤 层 结构 ， 更 无 人 研究 其 lamin 
基因 。 其 中 一 个 重要 的 原因 是 由 于 高 等 多 细胞 动物 
与 低 等 单 细胞 真 核 生 物 相去 其 远 ， 以 高 等 多 细胞 动 
物 作为 参考 并 不 恰当 和 且 研 究 结果 也 不 理想 ， 进 而 影 
响 其 研究 进程 。 在 本 研究 中 尽管 挑选 了 一 些 相对 低 
等 的 多 细胞 动物 作为 参考 对 象 ， 参 照 其 最 保守 区 域 
设计 引物 ， 但 在 低 等 单 细胞 真 核 生物 上 仍然 遇 到 了 
难以 扩 增 或 扩 增 特异 性 很 差 等 问题 ， 这 就 难免 会 产 
生 低 等 单 细胞 真 核 生物 不 具有 该 基因 的 想法 。 作 者 
曾 在 其 他 几 种 眼 虫 上 进行 实验 摸索 ， 虽 然 都 扩 增 到 
一 些 序列 ， 但 大 多 很 难 继续 设计 引物 向 前 扩 增 以 获 
取 更 长 片段 或 整个 基因 ; 此 外 ， 所 获 的 长 度 有 限 的 
片段 的 最 保守 区 〈 亦 是 lamin 基因 的 显著 特征 区 ) 
又 恰恰 是 引物 区 而 非 实际 测定 区 ， 二 方面 的 原因 都 
影响 结果 的 准确 性 。 幸 运 的 是 ，4 . longa 使 本 工作 
有 了 突破 性 的 进展 ， 使 我 们 确信 所 获 序 列 为 目的 基 
因 。 这 是 因为 所 设计 的 下 游 引 物 在 4.longa 的 
lamin 基因 3 末端 和 离 该 末端 下 游 132 bp 基因 以 外 
区 域 都 存在 配对 区 ， 因 而 PCR 扩 增 才 有 可 能 获得 
两 条 序列 (其 中 长 的 包含 短 的 ); 更 重要 的 是 , 长 
序列 包含 了 lamin 基因 显著 特征 的 3 末端 区 ， 即 编 
码 “CaaX 四 种 氨基 酸 的 密码 子 + 终止 密码 子 ”区 
域 . 此 外 ,经 过 仔细 分 析 还 发 现 ,在 序列 开 的 nt 671 ~ 
nt 685 处 也 存在 一 个 P0012 引物 区 ， 该 区 也 应 与 上 
游 引 物 P0010 配对 产生 一 特异 性 PCR 产物 。 也 就 
是 说 本 实验 应 该 获得 3 条 PCR 扩 增 特异 带 ， 但 我 
们 只 检测 到 其 中 两 条 。 其 原因 可 能 是 : 预计 产物 仅 
比 序列 工 长 30 bp， 在 电泳 时 未 能 与 序列 工分 开 ; 
随后 对 回收 产物 进行 克隆 测序 时 ， 又 没 能 挑 到 该 产 
物 的 克隆 子 ， 故 未 能 检测 到 该 序列 。 虽 然 如 此 ， 这 
并 不 影响 对 序列 工 和 序列 开 的 分 析 结 果 。 况 且 只 有 
第 一 个 下 游 引 物 匹 配 区 (图 2 中 的 a 片 段 ) 的 最 后 
一 个 密码 为 终止 密码 ， 才 有 可 能 是 lamin 基因 是 部 
的 3 - 端 。 但 为 什么 这 种 lamin 基因 特征 区 域 在 序 
列 开 中 多 次 出 现 ， 需 进一步 研究 。 

本 实验 是 根据 已 知 的 lamin 基 因 最 保守 的 片段 
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一 所 示 区 域 为 引物 P0010 区 ;全 所 示 区 域 为 编码 “CaaX” 序 列 的 密码 子 和 终止 密码 的 区 域 ， 亦 是 引物 
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720 


CCATCTGACGTECTCCATCATGTAACTCACAATCCTC CATCTGACGTCACAATATAATGT 
c 780 


GTCATCTGTCCTGTACCATGTCCCGTCTGCTCCATCATGTAGATACAATCCTCCATCGCA 
797 


CGTGCTCCATCATGTAA 
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图 2 序列 J (650 bp) 和 序列 了 (797 bp) 的 比较 排序 
Fig.2 Alignment of sequence I (650 bp) and sequence I (797 bp) 


P0012 所 处 区 域 ;---- 表 示 序 列 开 与 序列 工 完全 相同 的 区 域 。 


一 ，the region of primer P0010; +—,， the region coding “CaaX” motif and stop codon, which is also the region 


of primer POO012; ----, the part of sequence 了 which is equal to sequence 工 . 
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设计 引物 ， 该 引物 对 扩 增 lamin 基因 应 具有 一 定 的 
特异 性 ; 所 获 序列 具有 lamin 基因 (有 别 于 其 他 基 
因 ) 的 显著 尾部 区 特征 。 因 此 ， 我 们 认为 在 眼 虫 
A .longa 中 存在 lamin 基因 ， 至 少 是 具有 明显 
lamin 基因 尾部 特征 的 区 域 。 
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